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DERLEME

Insan temporal kemik laboratuvar prosediirleri:
Genel bir bakis

A general review on the procedures in a human temporal bone laboratory

Dr. Mehmet Faruk OKTAY,"” Dr. Sebahattin COREOGLU,”’
Dr. Patricia A. Schachern,” Dr. Micheal M. PAPARELLA*

insan kulagindaki yapilar genellikle yasam boyunca
“erisilemez” 6zellikte olup, altta yatan hastaliklara ait
patolojik degisikliklerin incelenebilmesi postmortem
calismalarla miimkiin olabilmektedir. insan temporal
kemik (ITK) laboratuvarlari bu agidan essiz bir ma-
teryal kaynag@i sunarlar. Bu laboratuvarlar, temporal
kemik kesitlerindeki histolojik bulgularla hastanin 6I-
meden énceki kulak patolojisinin karsilastiriimasina,
hastalikli olgulari diger olgularla karsilastirmaya ve
elde edilen bilgilerin diger laboratuvarlarla paylasil-
masina olanak verir. Bu makalede insan temporal
kemik laboratuvarlarinin iglevinin tanitiimasi amag-
landi ve yapilan histopatolojik iglemlerin ayrintil
analiziyle birlikte bu laboratuvarlar hakkinda genel
bir bakis acisi sunuldu.

Anahtar Sézciikler: Diseksiyon; laboratuvar; temporal ke-
mik/anatomi ve histoloji/patoloji.

Structures of the human ear are usually inaccessible
during life for examination of pathologic changes of the
underlying disease, which is only possible with post-
mortem studies of the human temporal bone. Hence,
human temporal bone laboratories serve as a unique
source of material for research in this respect. They
enable comparison between histologic findings of tem-
poral bone sections and the ear pathologies docu-
mented prior to death, as well as comparison of dis-
eased ears with any selected temporal bone speci-
mens, both of which provide invaluable knowledge to
be shared among researchers and other laboratories.
This article aims to provide insight into the functions of
temporal bone laboratories and to familiarize the read-
er with histopathologic studies conducted therein.

Key Words: Dissection; laboratories; temporal bone/anato-
my and histology/pathology.

Isitme kayb1 insanda gériilen en yaygin fonksi-
yon bozukluklarindan biridir. Cevresel ve genetik
faktorler neredeyse esit olarak isitme kaybindan
sorumlu tutulur. Cevresel faktorler akustik trav-
ma, ototoksik ilaclar, bakteriyel ve viral enfeksi-
yonlar olarak sayilabilir. Genetik isitme kayiplari-
nin yaklasik %70’i non-sendromik, %30"u sendro-

mik ozelliktedir. Insan kulagindaki yapilar genel-
likle hayat boyunca “erisilemez” Ozelliktedir bu
nedenle altta yatan hastaliklara ait patolojik degi-
sikliklerin incelenebilmesi miimkiin degildir. In-
san temporal kemigine (ITK) ait postmortem calis-
malar bu agidan halen tek secenek olma 6zelligini
devam ettirmektedir.
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Insan temporal kemigi laboratuvarlari odituvar
ve vestibiiler patofizyoloji alanindaki arastirmalar
agisindan egssiz bir materyal kaynagi sunar. Ameri-
ka Birlesik Devletleri'ndeki (ABD) temporal kemik
laboratuvarlarinin ¢ogu ulusal temporal kemik ku-
rumunu (National Temporal Bone Registry) olustur-
mak tizere birlesmistir. Boylece tiim laboratuvarlar-
daki veriler arastirmacilarin kolaylikla kullanabile-
cegi sekilde merkezi bir bilgisayarli veri bankasina
baglanmistir. Temporal kemik bankas1 ve laboratu-
varlarindaki bu arsivleme ve klinik kayitlara ulasa-
bilme imkani arastirmacilara temporal kemik kesit-
lerindeki histolojik bulgularla hastanin 6lmeden 6n-
ceki kulak patolojisinin karsilagtirilmasina, hastalik-
1 olgular1 diger olgularla karsilastirmaya ve elde
edilen bilgilerin ulusal temporal kemik kurumu ile
paylasilmasina olanak verir.

Temporal kemigin 1sitk mikroskobu ile incelen-
mesi, formalin ile fiksasyon, EDTA ile dekalsifikas-
yon, selloidine gomme, yaklasik 20 um kalinliginda
seri kesitler alinmas1 ve her onuncu kesitin hema-
toksilen-eozin ile boyanmas: seklindeki standart
asamalari igerir. Standart metodoloji 6zellikle gene-
tik isitme kayiplar ile ilgili calismalarda 6nemlidir,
¢tinkii bu tiir hastaliklarda kulagimn en ¢ok etkilenen
yapilarmin saptanmasi miimkiindiir. Insan tempo-
ral kemigi calismalari ile isitme kaybinin olas1 meka-
nizmalar1 hakkinda hipotezler de olusturulabilmek-
te ve bu hipotezler uygun hayvan modelleriyle test
edilebilmektedir. Otolojik hastaliklara ait altta yatan
pek c¢ok genetik mutasyon saptanmus fakat isitme
bozukluguna yol acan yaklasik 500 hastaligin sade-
ce 20-30"u igin “mouse” modeli gelistirilebilmistir.
Hayvan modelinin uygulanabilir olmadig1 pek ¢ok
sendromda ise temporal kemik ¢alismalar1 6nem ka-
zanmaktadir. Ayrica hayvan modeli ¢alismalar ig
kulak hastaliklarinin molekiiler temeline ait degerli
bilgiler saglasa da bu verilerin insan temporal kemi-
ginde saptanan otopatolojik bulgularla karsilastiril-
malar1 biiylik 6nem tasimakta, boylece bu veriler
dogruluk ve gecerlilik agisindan onaylanabilmekte-
dir. Insan Orneklerinin incelenebilmesi, isitme ka-
yiplarinin mekanizmalari ile ilgili teoriler ortaya ati-
labilmesine olanak saglar. Insandaki kulak hastalik-
lariin anlasilabilmesine yardimci olabilecek bu te-
oriler uygun hayvan modellerinde test edilirler.
Standart metodoloji kulaktaki bazi spesifik lokali-
zasyonlardaki patolojik degisikliklerin elektron
mikroskopi, immiin boyama, PCR ve diger teknik-
lerle incelenebilmesine de yardimcr olur.
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Bilgilerin kaydedilmesi

Otopatoloji laboratuvarindaki veriler gesitli ko-
nular icerir. Ozellikle kimlik bilgilerini iceren bazi
bolimlere sadece izin verilen arastirmacilar ve labo-
ratuvar personeli ulasabilir. Laboratuvarlar arasin-
daki bilgi alisverislerinde oncelikle biyografik kayit-
lar ¢ikarilir ve hastalar sadece numaralari ile tanim-
lanir.

Histopatolojik islem kayitlari: Bu dosya, verilen Or-
negin islem basamaklarma ait bilgileri verir. Hasta-
nin hayatii kaybetme nedenini, tarihi ve saatini,
otopsi tarihi ve saatini ve histopatolojik bulgularin
Ozetini igerir. Bu dosyada tarihleri ile birlikte tiim is-
lemler -fiksasyondan gomiilii bloklarin son temiz-
lenme asamasina kadar- not edilir.

Medikal kayitlar. Ornek laboratuvara geldigi za-
man, beraberinde hastaya ait tibbi kayitlar da ilgili
klinikten kopya seklinde alinir. Her dosya numara
sirasina gore etiketlenir. Tibbi ge¢mise ek olarak, her
dosyada kesin otopsi raporu, otopsi izin belgesi gibi
yasal dokiimanlar yer alir.

Laboratuvar islemleri

Fiksasyon: Fiksasyon hiicre ve ekstraseliiler mat-
riks yapilarinin korunmast amaciyla yapilir. Ornek
alindiktan sonra hi¢ zaman kaybetmeksizin yapil-
malidir. Temporal kemik, i¢inde 300 ml %10'luk
tamponlanmis notral formalin olan bir cam kavano-
za konur. Temporal kemik beyinle birlikteyse
%15lik formalin kullanilir. Fiksatif madde ile 6rnek
arasindaki hacimsel oran temporal kemik i¢in en az
3:1 beyin igin ise 5:1 olmalidir. Temporal kemikler
icin fiksasyon siiresi en az iki hafta tiim beyin igin
dort haftadir. Formalin soliisyonu haftada bir defa
degistirilir ve temporal kemikler ilk hafta 4°C, ikin-
ci hafta ise oda sicakhiginda muhafaza edilir. Yine de
tamponlanmis notral formalin DNA ve RNA'nin
komsu proteinlerle ¢apraz baglanti yapmalarmna ne-
den olabilir bu da mRNA ve DNA'nin ekstraksiyo-
nunu zorlagtirabilir.” Bu amacla, %4 paraformalde-
hid, %2 glutaraldehid, ya da etanol/asetik asid
(95:5) énerilmektedir.”

Dekalsifikasyon: Temporal kemik viicuttaki en sert
kemik olup kabul edilebilir ince doku kesitleri elde
edebilmek icin dekalsifikasyonun selasyon yapic1 ya
da asit soliisyonlarla yapilmasi gereklidir.” Triklora-
setik asidin %5’lik soliisyonu Onceleri bu amagla
yaygin olarak kullanilmaktayd: fakat i¢ kulakta
kompresyon artefaktlarna yol actig1 icin son za-
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manlarda ¢ogu otopatoloji laboratuvarinda etilen-
diamin-tetra-asetat (EDTA) tercih edilmeye baslan-
di. Bu soliisyonun pH’si 7.4'te tutulmaya calgilir.
Dekalsifikasyondan once fiksatif madde artiklarini
temizlemek i¢in kemikler tamponlanmis fosfat so-
liisyonuyla yikanir. Bu islem eriskin temporal kemi-
&1 icin 24 hafta, ¢ocuklar icin 8-12 hafta ve kiigiik
hayvanlar i¢in 2-3 hafta siirer ve haftada bir tampon-
lanmis fosfat soliisyonu degistirilir. Son asamada ke-
miklerin X-ray filmi ¢ekilerek residiiel kalsiyum var-
11g1 olup olmadigina bakilir. Etilen-diamin-tetra-ase-
tat ile dekalsifikasyon siiresi insan temporal kemigi
i¢in 6-9 ay stirer. Son zamanlarda mikrodalga firimlar
da dekalsifikasyon igin yaygin bir yontem olarak
kullanilmaktadir. Bu yontem ilk olarak immiinohis-
tokimyasal calismalarda kullamlmigtir. Insan tem-
poral kemiginin dekalsifikasyonunda da etkin ve
glvenilir bir yontem oldugu ve dekalsifikasyon sii-
resini anlamli olarak azalttig1 bildirilmistir."”

Dehidrasyon ve selloidine gomme: Ornek artan kon-
santrasyonlarda etanol (%70-100) ve son olarak esit
miktarda etanol ve eter igeren soliisyonlarda dehid-
rate edilir. Daha sonra ilk iki hafta %1.5'lik selloidi-
ne, sonraki ti¢ hafta %3'liikk selloidine, sonraki g
hafta %6’lik selloidine en son olarak sertlesinceye
kadar %12’lik selloidine gomiiliir. Daha sonra bir
geceligine likid kloroforma daldirilir ve kesit alma
islemi yapilincaya kadar %801lik alkol icerisinde
muhafaza edilir.

Kesit alma: Kesit alma islemi igin sliding mikro-
tom kullanilir. Blok orta fossa kismu {iist tarafa gele-
cek sekilde yerlestirilir. Kesitler 20 um kalinliginda
yapilir. Birbiri ardina numaralanmis kagitlar arasina
yerlestirilir ve ayn1 6rnegin diger kesitleri ile birlik-
te %80 alkol icerisinde saklanir. Her onuncu kesit
hematoksilen ve eozinle boyanir. Her bir kesit icin
temporal kemik numarasi, hangi taraf oldugu (sag,
sol) ve kesit numarasi belirtilir.

Elektron mikroskobik calismalar icin celloidin kesitle-
ri hazirlanmasi (reembeding): Bu islem Massachusetts
Eye and Ear Infirmary tarafindan tarif edilmigtir."
Temporal kemigin %80 alkol igerisinde bulunan ve
sigara kagidina yapisik seri selloidin kesitleri alinip
%10’'luk formalin igerisinde her iki ylizeyine emici
bir kagt yerlestirildikten sonra tizerine tahta blok ve
agirlik yerlestirilir ve bu agirlik bir saat tutulur. Ke-
sit kuruduktan sonra %5’lik alkol igerisinde beg da-
kika tutularak yapismis sigara kagidi ¢ikarilir ve
lam tizerine konur. Bu kesitler sirasiyla %95 ve
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%100’'liik etanol igerisinde ticer dakika bekletilir. Ke-
sitlerdeki selloidini ¢ikarmak amaciyla karanfil ya-
ginda bir gece bekletilir. Karanfil yagini elimine et-
mek icin ise kesitler her biri i¢in tiger dakika olarak
%100, %95, %70 ve %50'1lik etanol soliisyonlar1 i¢ine
alimir. Daha sonra “cacodylate” ile yikanir, dehidra-
te edilir ve epoksi recinesine gomiiliir.

Immiinohistokimya: Cesitli antikorlar kullanilarak
deney hayvanlarinda pek ¢ok immiinohistokimya-
sal calisma yapilmistir. Insan temporal kemiginin
standart islenme teknigi ile immiinohistokimyasal
olarak iyi sonuglar alinabilmesine karsin su ana ka-
dar yapilan immiinohistokimya c¢alismalar1 smirli-
dir. Bu yontemle 14 cesit antikor ve 6 lektin kullani-
larak 40 yila kadar 6rnekler muhafaza edilebilmek-
tedir. Basarili bir immiin boyama igin baz1 fiksasyon
ve doku hazirlama iglemleri geligtirilmigtir.”* Tian
ve ark.” bazi antikorlarla immiin boyamanin uzun
zaman korunabilmesine karsmn, postmortem degi-
sikliklerin fazlalig1 ve orneklerin bekleme siiresinin
uzun olmasi nedeniyle boyanma yogunlugunun
azaldigini bildirmislerdir. Temporal kemigin immii-
nohistokimyasal ¢alismalari, kisa postmortem stire
gerektirmesi, fiksasyonun giivenilir sekilde yapil-
masi ve dekalsifikasyon siiresinin uzunlugu (4-7 ay)
goz Oniine alindiginda zorluklar igermektedir. Bu
zorlugun tistesinden gelebilmek icin “antigen retri-
eval” (AR) teknikleri gelistirilmigtir."""" Buna gore
formalin fiksasyonunun neden oldugu proteinlerde-
ki capraz baglar geridoniisiimlii olabilmekte ve bu
capraz baglar ytiksek 1s1 (heating AR technique) ve-
ya glgclii alkalen (non-heating AR technique) etki-
siyle bozulabilmektedir. Bu gozlemler AR teknikle-
rinin gelistirilmesinin temelini olusturmustur. “An-
tigen retrieval” tekniginde immiin boyamadan 6nce
insan temporal kemik kesitleri ya 1sitilmakta (mikro-
dalga firinlarda kullanilabilir) ya da NaOH-metanol
soliisyonu ile yikanmaktadir.™" Bu yontemi stan-
dardize edebilmek i¢in ¢alismalar devam etmekte-
dir. Bunlardan biri de yukaridaki iki yontemin kom-
bine edilmesi seklindedir."*"” Non-heating AR tekni-
i selloidine gomiilii beyin dokusu kesitlerinde de
basariyla uygulanmistir."” Her iki AR yontemini et-
kileyebilen faktorler (sicaklik, 1sitma stiresi, AR so-
liisyonunun kimyasal kompozisyonu, AR soliisyo-
nun tipi ve konsantrasyonu ve optimal inkiibasyon
zamani) detayl olarak arastirilmigtir."”

Molekiiler biyoloji teknikleri: Selloidine gomiilii in-
san temporal kemik kesitlerinden DNA izolasyonu
ve sonrasinda PCR ile DNA amplifikasyonu ilk ola-
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rak Wackym ve ark."” tarafindan uygulanmistir. Bu
yontemle Ramsay Hunt sendromlu temporal kemik-
lerde Herpes varicella-zoster viriisii identifiye edil-
mis,""" vestibiiler norit, Bell palsy ve Meniere hasta-
Iiginda herpes simpleks virus tip 1,”*" baz1 labiren-
tit orneklerinde sitomegaloviriis,” otosklerotik ke-
miklerde kizamik viriisii®” ve karsinomlarda pa-
pilloma viriisii saptanmistir.”” Yine de son zaman-
larda yapilan ¢alismalarda otosklerotik stapes kemi-
&i Orneklerinin %60'inda kizamik virtis DNA’sinin
oldugu gosterilmistir.”” DNA analizi genomik mu-
tasyonlarin saptanabilmesine de olanak saglar.”*
DNA ekstraksiyonu bir ya da daha fazla boyanma-
mis kesitin 6nce PCR ile ampilifikasyonu ve sonra
diger islem basamaklarinin takip edilmesi ile yapilir.
Bu teknik son derece degerli olup ¢ogu odituvar ve
vestibiiler hastaliklar hakkindaki bilgilerimizin ge-
lismesine katkida bulunmustur. Yine de standart in-
san temporal kemik teknigi ile niikleik asitlerin ekst-
raksiyonu ve amplifikasyonunun bazi kisitlayici
yonleri vardir. Bunlar; (i) tek bir kesitten ekstrakte
edilebilen DNA miktar1 diistiktiir (20 mikron kalin-
ligindaki bir temporal kemik kesitinden yaklasik
olarak 525 nanogram DNA elde edilebilir); (7)) DNA
fragmanlarinin uzunlugu 300-400 baz ciftinden kisa-
dir; ekstrakte edilen DNA labildir ve hizlica bozula-
bilir; (iii) formalin fiksasyonu baz1 degisikliklere yol
acabilir ve bu da yanhghkla mutasyon olarak yo-
rumlanabilir ve temporal kemigin islemleri sirasin-
da disaridan gelen DNA doku kesitlerini kontamine
edebilir, bu yabanct DNA da PCR ile amplifiye edi-
lerek yorum hatalarina neden olabilir. McKenna ve
ark.” kontaminasyon kaynagmn biiyiik olasilikla
temporal kemigin hazirlanmasi sirasinda meydana
gelebilecegini bildirmislerdir. Diger potansiyel kon-
taminasyon nedenleri olarak orneklerin ayni kom-
partmanlarda muhafaza edilmeleri ve selloidinin
birden ¢ok temporal kemikte kullanilmas: sayilabi-
lir. Yukarida sayilan sorunlarin {istesinden gelebil-
mek i¢in, McKenna ve Kristiansen™ temporal kemik
donorlerinden giivenilir bir DNA kaynag: olarak
kan ornekleri ve yanak siirtintiilerinin de alinmasini
onermislerdir. Temporal kemigin islem basamaklar1
ve muhafaza edilmesi siiresince steril ¢alisiimaya
0zen gosterilerek kontaminasyon riski kolaylikla eli-
mine edilse de ¢apraz baglantilar ve DNA'nin deg-
radasyonu daha biiyiik bir sorun olarak karsimizda
durmaktadr.

RNA analizi hiicre ya da dokularin biyolojik ak-
tivitelerinin anlasilabilmesi i¢in gereklidir. Selloidin-
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li insan temporal kemik kesitlerindeki kiigiik RNA
fragmanlarinin amplifikasyonu o-tubulin ¢alisma-
sinda uygulanmigsa da,” insan temporal kemigin-
den RNA elde edilmesinin, RNA molekiillerinin
degradasyonu nedeniyle son derece zor oldugu ka-
nitlanmigtir. Otopsiden elde edilen temporal kemik-
lerdeki RNA degradasyonuna yol agan en onemli
nedenler otopsi Oncesi gecen zaman ve temporal ke-
mik ¢ikarildiktan sonraki islemlerle ilgili teknik so-
runlardir. McKenna ve ark.” temporal kemiklerde
kizamik niikleokapsid RNA's1 i¢in niikleotid problu
in-situ hibridizasyon yontemi kullanmis, baz1 kesit-
lerde anlamli bulgular elde etmislerse de tutarsiz so-
nuclardan dolay1 kesin bir yorumda bulunmanin
miimkiin olmadigl sonucuna ulasmislardir. In-situ
hibridizasyon teknigi ile herhangi bir doku kesitin-
de sadece 2-10 hedef mRNA molekiiliinii icerecek
kadar dar bir spektrumda bile RNA molekiilleri sap-
tanabilirse de insan temporal kemik kesitlerinde bu
teknigin kullanilmasi kompleks islemler ve 6zellikle
eski ve gereginden ¢ok fikse edilmis temporal ke-
miklerde yaygin olarak bulunan ¢apraz baglar nede-
niyle son derece siirlidir.” Diger bir nemli sorun
da RNA molekiillerinin postmortem altinci saatte
degradasyona ugrayabilmesidir ki otopsi oncesi ge-
cen zaman genellikle bundan fazladir.” Kesitlerin
hazirlama ve muhafaza zamaninin uzun olmas: da
aymt sekilde kulak yapilarmin iyi korunmamasi,
DNA/RNA degradasyonu ve proteinlerin antijeni-
tesinde azalma ile sonuglanir.

Isik mikroskobu ¢alismalarmin bugiine kadar
otolojik hastaliklarda ¢ok onemli rolii olmasina ve
bilgilerimize temel olusturmasina karsin bu hasta-
liklarin anlasilabilmesinde halen pek ¢ok bilinme-
yen vardir. 1mmijnohistokimya, immiin elektron
mikroskobi, PCR, RT-PCR, proteomiks ve in-situ
hibridizasyon yontemlerinin insan temporal kemigi-
ne uygulanmasi kulagin normal fonksiyonlarini ve
patolojik durumlarini arastirabilmek icin gok biiytik
olanaklar saglamaktadir. Bu yontemlerin son za-
manlarda isitme kaybinin genetik temelini ¢6zmeye
yonelik gelismelerle birlikte, isitme ve denge bozuk-
luklarmin anlasilmasinda énemli bir rolii vardir.
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